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55444 Schweppenhausen 
Zusammenf assung : 

TGC-Verf ahren zur Indukt^ion einer zielgerichteten, somatischen 
Transgenitat 



Es wird ein TGC-Verf ahren zur induktion einer zielgerichteten^ 
somatischen TransgenitSt in einem animalen Wirt beschriebenr 
bei dem Bakterien, die eine Fremd-DNA tragen, die in einem 
episomalen vektor integriert und zur spSteren Trans kript ion 
und Expression vorbereitet ist, bei der Infektion von Zellen, 
eines Gewebes Oder eines Organs in Kultur oder eines Organs 
Oder eines ganzen Organismus im Wirt ihre genetische informa- 
tion freisetzen und damit die Expression von Fremdprotein 
beeinf lussen. Hierfvir werden attenuierte Bakterien-Mutanten 
eingesetzt, die auxotroph sind, unter normalen Unweltbedingun- 
gen nicht wachsen k<5nnen und durch genetische Modif ikationen 
pathogener Bakterien eine verminderte PathogenitMt aufweisen. 
Das Verfahren kann sowohl zur Erzeugung von Fremdproteinen als 
auch zur somatischen Gentherapie eingesetzt werden. 
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5 TGC-Verf ahren zur Induktion einer zielgerichteten^ somatischen 
Transgeniteit 



^1^0 Gegenst:and der Erfindung ist ein Verf ahren zur induktion einer 
zielgerichteten, somatischen Transgenitat (TGC = targeted 
genetic conditioning), das zur Expression von Fremdproteinen 
in zellen, einem Gewebe, einem Organ oder einem ganzen 
Wirtsorganiemus sowie zur somatischen Gentherapie eingesetzt 
15 wird. 

Es ist bekannt/ dafl Proteine fur technische Anwendungen Oder 
fiir therapeutische Zwecke durch den Transfer von Genen in 
Mikroorganismen oder SSugetierzellen in ausreichenden Mengen 

2 0 exprimiert werden k5nnen. Diese verf ahren sind besonders 
bedeutsam fiir korpereigene Proteine, die sonst nicht oder nur 
begrenzt zuganglich sind, wie Hormone, Regulationsf aktoren. 
Enzyme, Enzyminhibitoren und humanisierte monoklonale 
Antikorper sowie fur die Herstellung von Oberf l^chenproteinen 

25 pathogener Mikroorganismen oder viraler Hiillproteine zur 
gefahrlosen Herstellung diagnostischer Tests und vertrSglicher . 
Impfstoffe, Durch "Protein-Engineering" konnen auch neuartige 
Proteine hergestellt werden, die durch Fusion, Mutation oder 
Deletion entsprechender DNA-Sequenzen anwendungsspezif ischere 

30 Eigenschaf ten erhalten, zum Beispiel Immuntoxine. 

Aus menschlichen zellen gewonnene Gene sind auch in Maus-, 
Ratten- oder Schafzellen f unktionsf ahig und fiihren dort zur 
Bildung entsprechender Genprodukte- Dies wurde bereits 
35 praktisch bei der Herstellung von therapeutischen Proteinen, 
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zum Beispiel in der Milch trarisgener Nutztiere, angewendet . 
Der bisher bekannte Weg hierfiir ist die Mikroin jektion 
entsprechender Fremd-DNA-tragender Vektoren in den Kern der 
bef ruchteten EizellCr in der bei einer Ausbeute von 1% die DNA 
5 dann in das Chromossom eingebaut wird^ Die transgene be- 
f ruchtete Eizelle wird anschlieJ3end hormonell stimulierten 
Muttertieren reijnplaritierl: . Bin Nachkomme, der das einge- 
schleuste Gen in alien Kdrperzellen tragt, ist die Grundlage 
fur die Bildung einer "transgenen Herde", Durch die Nutzung 
^xQ, der Gentechnik ist es mSglich geworden, landwirtschaf tliche 
Nutztiere so gezielt zu verSndern, dai3 sie menschliche 
Proteine in ihrem Blut, ihrem Gewebe Oder der Milch produzie- 
ren, die in Mikroorganismen oder Pflanzen nicht hergestellt 
werden kc3nnen, 

15 

Der Einsatz von transgenen Tieren als Proteinproduktions- 
fabriken hat jedoch den entscheidenden Nachteil, dal3 hierzu 
ein Eingriff in die Keimbahn der Tiere erforderlich ist- wegen 
des hohen technischen und zeitlichen Aufwandes zur Schaffung 
2 0 und Zuchtung von transgenen Tieren als auch wegen der 
Diskussion iiber die ethischen Konsequenzen dieser Methoden 
waren alternative Methoden zur Proteinproduktion in einem 
0. animalen Wirt ohne Keimbahneingrif f von sehr groJ5ein Vorteil, 

2.5 Es ist weiterhin bekannt^ daJ3 die Milch von SSugetieren wie 
Kiihen, Schafen, ziegen, Pferden oder Schweinen eine Reihe von 
bakteriellen Krankheitserregern enthalten kann. Darunter sind 
Listerien, Mykobakterien, Brucellen, Rhodococcus^ Salmonellen, 
Shigellen, Escherichia, Aeromonaden und Yersinien, oder 

30 generell Bakterien mit interzellulSrem Lebensstil [1, 2]. 
Diese Bakterien werden im wesentlichen durch orale Aufnahme 
auf den Menschen oder das Tier iibertragen [3], aber auch 
Tre3pf eninf ektionen spielen eine Rolle. Eine Hauptquelle fur 
die Infektion des Menschen mit Listerien [4]^ Mykobakterien 

35 [5] und Escherichia coli ist kontaminierte Milch [6], der die 
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Bakterien beim verzehr nicht pasteurisierter Milch Oder 
Milchprodukte zu sich nimmt. Die anderen oben auf gef Uhr-ten 
Bakteriengattungen wie Salmonellen, Shigellen, Yersinien, 
Rhodococcus und Brucellen werden in ahnlicher Weise auf den 
5 Menschen iibertragen. Bakterien kOnnen aber auch durch andere 
mit Bakterien infizierte Tierprodukte aus der Kuh, der ziege, 
dam Schaf, dam Has en, dem Pferd, dem schwein oder dem Gefliigel 
in den Menschen gelangen. 

^ >r*H Die Inf ektion der Tiere erf olgt dabei iiber mukosale Ober- 
^ flachen, sehr hSufig iiber den Verdauungstrakt . Nach der 
Aufnahme von Bakterien werden zum Beispiel im Fall von 
Listerien jedoch nicht alle Gewebe symptomatisch infiziert. 
Bei der Kuh und bei der Ziege steht die Inf ektion von Euter, 

15 Milz und Leber im Vordergrund des Inf ektionsgeschehens . Bei 
Schafen kann es auflerdem auch zur Erkrankung des zentralen 
Nervensystems in Form der Meningitis kommen/ so daJ3 nicht alle 
Tiere die Inf ektion iiber leben. Mit der inf ektion des Euters 
ist dann die Inf ektionskette geschlossen. Mit kontaminierter 

20 Milch aufgenommene Bakterien konnen dann das Tier, zum 
Beispiel das saugende Kalb, oder den Menschen iiber den 
Verdauungstrakt neu infizieren. 

^ iiber den Weg der bakteriellen Inf ektion des Menschen, 
25 dargestellt am Beispiel der Listerien, ist derzeit folgendes 
bekannt: Fur den Menschen sind von den sechs bekannten 
Listeria-Spezies lediglich L. monocytogenes und L.ivanovii [7] 
pathogen. Die Erkrankung des Menschen erf olgt beim Verzehr 
infizierter Milch oder Milchprodukte. Der Verlauf der 
30 Inf ektion hangt vom Gesundheitszustand des Menschen ab und ist 
in aller Kegel undramatisch. In der Schwangerschaf t kann es 
zu der intrauterinen ubertragung des Keims auf den Fetus 
kommen, verbunden mit Fehl-, Tod- oder Friihgeburten . In alien 
Fallen besteht eine exzellente und problemlose Behandelbarkeit 
35 mit Antibiotika wie Ampicillin oder Erythromycin [8]. 
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Fur L, monocytogenes in Mensch und Tier, fiir L.ivanovii im 
Schaf, ist der weg in die Zelle gut definiert. Zur vollen 
Pathogenitat der Listerien sind eine Reihe von PathogenitSts- 
faktoren notwendig. Dazu gehort prfA (positive regulator of 
5 virulence), actA (actin nucleating protein)/ plcA (phosphati- 
dylinositol-speciJEic phospholipase) , plcB (phosphatidyl- 
choline-specif ic phospholipase)^ hly (listeriolysln) , mpl 
(metalloprotease) [9J. Die Zellspezif itat der Pathogen- 
Wirtszelle-Interaktion wird uber eine Roihe von Proteinen 

^iO vermittelt. Dazu gehOren die Internaline inlA und inlB/ die 
am initialen Kontakt und der Interaktion von Bakterien und 
Zelloberflache beteiligt sind [10, 11]. L .monocytogenes kann 
in der experimentellen Situation unter anderem Endothelzellen, 
Epithelzellen, Fibroblasten und Hepatozyten infizieren- 

15 Dariiber hinaus infiziert L -monocytogenes mit neutrophilen 
Granulocyten, Makrophagen und Lymphozyten auch Zellen des 
weiJ5en Blutbildes. Dies ist ein wesentlicher Faktor bei der 
Ubertragung der Bakterien von der Eintrittspf orte zum 
Zielorgan im Wirt. 

20 

Nach der Adhasion an der Zelloberflache wird L .monocytogenes 
durch Endozytose in die zelle eingeschleust , zerstort unter 

^ der Einwirkung von Listeriolysin (hly) die Endosomenmembran 
und wird so in das zellzytosol freigesetzt [14]. In der zelle 

25 angekommen, kann sich der Keim vermehren* Unter der Produktion 
weiterer Proteine bleibt das vollpathogene Bakteriuiu nicht 
ortsstandig, sondern bewegt sich aktiv fort. Die Fortbewegung 
wird durch die Ausnutzung einer Reihe von L -monocytogenes 
eigenen und einiger zelleigener Proteine bewerkstelligt [15, 

30 16]. ActA wird auf der Zelloberflache der L .monocytogenes 
exprimiert. Es bindet das zellulare Protein VASP, das 
seinerseits die Briicke zur Anheftung von zellularen Aktin 
bildet. Im weiteren Verlauf bilden sich Aktinschweif e aus, die 
das Bakterium an seiner Spitze tragen und es so durch die 

35 zelle weiterbewegen . Trifft L .monocytogenes auf die Zellmem- 
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bran, so entsteht eine Membranprotrusion, die bei benachbarten 
Zellen direkt in die Nachbarzelle hineinragt. Diese Aus- 
stulpung wird dann von der Nachbarzelle endozytiert, so da/3 
L. monocytogenes sich in der neuen zelle innerhalb einer 
5 zweifachen Membran befindet. Die beiden Membranen werden unter 
Einwirlcung von hly und plcB aufgel<3st [17]. Am Ende dieses 
Vorganges hat L, monocytogenes auch die Nachbarzelle infiziert 
und der injektionsprozeB beginnt von Neuem, So gelangt 
ii. monocytogenes unter anderem in die sekretorischen zellen des 
0 Euters wie der Kuh. Sekretierte Listerienproteine werden in 
der Milch nachweisbar, d.h, sie werden intrazellular aus der 
laktierenden Zelle in die Milch abgegeben [18], Zu diesen 
Proteinen zahlen mit hly (Listeriolysin) und irpA (internalin 
related protein [19]) zwei Pathogenitatsf aktoren, die von 
5 L .monocytogenes im Wirt in grofien Mengen produziert, sezer- 
niert und in die Milch ausgeschieden werden [20]- 

Diese Kenntnisse des Inf ektionsprozesses haben es ermoglicht, 
L .monocytogenes genet isch so zu verSndern, daB er fremde 
Proteine exprimiert. Beispiele fur die Expression fremder 
Proteine in l .monocytogenes sind: Alkalische Phosphatase aus 
Escherichia coli, das Nucleoprotein aus dem Lymphochorioraenin- 
gitis virus (LCMV), das Nucleoprotein aus dem Influenza virus, 
das "major capsid protein" (Ll) aus cottontail rabbit 
papillomavirus (CRPV) und das Gag Protein aus HIV Typ 1 [20 
bis 27]. 

Neben Proteinen prokaryonten Ursprungs handelt es sich hierbei 
um virale Proteine, die normalerweise nicht innerhalb der 
eukaryonten Zelle produziert werden* Solche und Shnliche 
Fremdproteine prokaryonten und eiakaryonten ursprungs konnen 
von L .monocytogenes produziert werden, ohne das eine eukary- 
onte Zelle dazu notwendig ist. Von L -monocytogenes produzier- 
ten Proteine werden in der Milch ausgeschieden. 
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Die Infektion durch Ba.kterien erfolgt durch spezifische 
Interaktionen von Liganden-Proteinen der Bakterien mit 
Rezeptor-Proteinen der zielzellen. Hieran ist im Falle von 
L- monocytogenes die Internalinf amilie xnaiBgeblich beteiligti; 
sie bestimmt im wesentlichen die Zellspezif itSt des infek- 
tionsprozesses [28]. Zudem wird eine ActA abhangige Zellauf- 
nahme diskutiertr die iiber Rezeptoren der Heparansulfatf amilie 
vermittelt wird [29], Infiziert: L .monocytogenes die zelle, so 
kommt es nicht in jedem Fall zu einem vollen Inf ektionszyklus . 
wird in I*. monocytogenes Listeriolysin ausgeschaltet ^ so 
bleiben die Bakterien im Endosom stecken. und die Infektion der 
"ersten Zelle" kommt nicht zu stande, Bakterien, in denen das 
Protein actA ausgeschaltet, inaktiv oder nicht raehr vorhanden 
ist/ kommen in die erstinf izierten Zellen^ bleiben aber dort 
stecken und konnen die Nachbarzellen nicht mehr infizieren 
[30, 31], Bei der Ausschaltung der pclB ist der Keim nicht 
mehr in der Lage, sich in einer zweiten Zelle zu etablieren. 



20 



25 



30 



L ♦monocytogenes ist ein Bakterium, das durch eine Reihe von 
Antibiotika behandelt warden kann- Besonders geeignet sind 
Ampicillin und Penicillin (jeweils in Kombination mit 
Gentamycin). Als Alternative werden auchi Erythromycin und 
Sulfonamide eingesetzt* In besonderen Fallen kommen Tetra- 
zykline. Vancomycin oder Chloramphenicol zum Einsatz [32]. 
Entsprechende Behandlungsmciglichkeiten bestehen auch flir 
andere Bakterien der Gattungen Aeromonas^ Bartonella, 
Brucella , Campylobacter , Enterobacter iaceae , Mycobacterium, 
Renibacterium, Rhodococcus oder andere Bakterien, die mit deja 
genannten Bakterien genetisch oder biochemisch verwandt sind. 

Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse stellte sich nun 
die Aufgabe, eine bakteirielle Infektion fiir ein Verfahren zur 
organotropen Proteinproduktion ^u nutzen. 
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GelSst wird diese Aufgabe durch ein TGC-Verf ahren zur 
Induktion einer zielgerichteten, somatischen Transgenitat , bei 
dera Bakterien, die eine Fremd-DNA tragen, welche in einem 
episomalen Vektor integriert und zur spSteren Trans kription 
5 und Expression vorbereitet ist, bei der Infektion von Zellen, 
Geweben, einem organ, dem ganzen Wirtsorganismus oder einem 
Organ in einer Kultur ihre genetischen inf ormationen in die 
infizierte Einzelzelle freisetzen und damit die Expression von 
Fremdprotein bewirken. 

Dieses Verf ahren kann entweder zur Gewinnung des Fremdprotexns 
eingesetzt warden^ dient aber vorteilhaft auch zur somatischen 
Gentherapie, bei der die durch die bakterielle Infektion in 
den wirtsorganismus eingeftihrte Fremd-DNA dort die Bildung 

15 eines dem wirtsorganismus fehlenden Proteins veranlaflt oder 
durch die Erzeugung von einzel- oder doppelstrangiger 
Nukleinsaure die Bildung eines Proteins im Wirtsorganismus 
erh5ht, vermindert oder verhindert. Dieses Verf ahren kann auf 
alle bekannten Nutztiere und auch auf den Menschen angewendet 

2 0 werden • 

Handelt es sich bei dem infizierten Gewebe um. das Ei eines 
§ Gefliigeltieres^ so wird das Fremdprotein im Ei produziert und 
kann aus diesem durch die bekannten Verfahren der isolierung 

2 5 von Proteinen^ zum eeispiel aus Huhnereiern, isoliert werden. 

Handelt es bei den infizierten Zellen um Zellen des Blutes, 
so kann durch parenterale injektion der Zellen eine ver- 
breitung der Bakterien und mit ihnen der Fremd-DNA im 
injizierten Gesamtorganismus erzielt werden. Handelt es sich 

3 0 bei den Wirtstieren um Versuchstiere^ deren inf iziertes Organ 

ein Euter ist, so wird in der Milch des versuchstieres das 
gewiinschte Fremdprotein produziert^ aus der das Fremd-Protein 
dann isoliert werden kafin. 
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oas TGC-Verfahren «ird ex.mplarisch far da. BaRt«ium 

alien intrazelluwr „ach«nden Bakter.en angevendst warden, 
unter denan dia Bak«rlan dar Ga«angan Aeronoaas, Bartonalla 
Brucalla, campylobactar . Clostridia, Knterobactar.aceae bar 
letztarer in.ba.ondara Baktarlan dar spa.xes 
Escharichla, Shlgalla, Salmonalla, , Mycobacterium, R«"-bacta- 
rium, Rhodoooccus Oder BaKtarlen aus mlt ihuan ganetxsch Oder 
. t. =«rn-on rattunaen hervorzuheben sxnd, obwohl 

biochemxsch verwandten ^^ttungen erf indungsgeiaaBe 

auch andere eakterieti-Gattungen fur das ertxna g g 

verfahren geeignet sind. 

Es ist auBardan, mOglioh, das TGC-Varfahran »it von Hause aas 
apathoganan Balcterian durch.afUhran, dia duroh ^anatrso^e , 
„Lipuiatlona„ .it zus.t.lichan raKtoran 

dia Ihnao dan zutritt zor zalla armoglrchan. 2u arnar 
darartigan ..Autrustung .ait PathoganitMts£aktoren" ""^^ 
von Ba!sa aus nicht intra,all«l»r wacbsanda Bakterran 
harangazogan warden, wie Bacillus subtilis, LactobacUlan, 
PsaudLnadan. StapbylokokRen . Ein in diasen. Sinn -'9^"";- 
tar TGC-Sioharhaitssta™« ist zum Beisplal Bacrllus subtrlrs, 
dar zusstzlioh mit dam Listariolysin aus L. monocytogenes 
ausgeriistet ist. 

Da= TGC-verfabren wird in folgandan Schrittan durohgaf ahrt = 
a) Klonlarung der TGC-(rramd)-DNA: 

Das TGC-varfahran wird durch dia Vorbaraitung das L.monocyto- 
ganassta,™es im Labor eingeleitat. In ainen geaignetan vektor 
wird dia cDNA fur das her.ustallenda Framdprotaxn insartrert. 
Dia Einfiigung dar =D«A wird dabai in bokanntar «a«e so 
vor,ano»>en, daB dia spatere Transkriptlon und Expressron » 
eukaryontischan Wirt sichargastallt ist. 3oll das Protarn von 
dar zella sakretlert warden, so mUssan die vektoran passenda, 
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kann es =ich um ein«n sukaryontea Vektor handeln, der 
'Hr^erben 1st, B.ispleX u. da. Fir»a Clontech oder 

S ::s!a"xveKto.sn weise. di«e auKa.yo„.. .ro.ot.xen , Donor a 
;^z.pto«tellen fur das RNA-SpU=in, auf, sow.e ^^^^^^ 
„yliLung=3telle zum Beispi.l aus SV40. zur vervxelfalt.gung 
der D^ lann di. P.oduKtion der ,e„eti.chen Kons«uk« ( . 
l.X9enden als TSC-DH* b..ei.hnet, in E. col. Oder ,eden 
• »< rtsstamm nach Methoden vor9enoinmen 

to anderem gee.gneten " TGC-DNA mufl zar 

uerden. die iedem Fachmann gelaufig sina. uie i 
warden, j ,„^.„n_h m die ausgewShlten Bakterien 

primaren Klonierang lediglich m die a« <j 

!ingebracht und dann spSter in den au=gewahlten 
IGc!sicherhei«sta,™. transferiert warden kOnnen. Cer Transfer 
1^ in L. monocytogenes kann mxt den verscHieaenen, 
15 m jr ^ ^„ ^e.^ii*»rter DNA (Transformation, 

Methoden des Gentransf ers von isolierter DNA ( „ ^ . ^^^^^^ 

Elelctroporation etc.) oder durcn die Vorg.nge ^^J^^^^^^^^^^^ 
und der TransduKtion direct oder mittelbar von BaKterxum 
Bakterium vorgenoiimen werden. 

b) TGC-Sloherheltsstaima als Rezipienten der TGC-DNA: 

> Al= Recipient der TGC-DNA «erden be^ondara ^"--^^^-^enes 
wirtsstala eingeset«, die folgande ein.elna Oder ko„*.n.erta 
25 Eigenschaften erfiillen: 

(i) sie eignen sich als Empfanger fremder DNA; 

Mi) sie sind "genetische KrUppel-, die durch ^"ielte 

30 vom Experimentator eingefUhrte stof fwech.eldef ekte 

auf definierten, artif iziellem Medien zur 
Anzucht gebracht werden konnen, aufgrund dxeser 
Def ekte aber in der zelle und vor allem im Gan.txer 
nicht mehr wachsen. sich also nicht vermehren 
35 konnen; 
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(iii) 



(iv) 



es sind attenuierte wirtsstSime, bei denen ein Teil 
ihrer Pathogentitatsf aktoren <3eletiert oder inaXti- 
viert ist, so dafl sie nicht mehr die voile Pathoge- 
nitat der Wildtypstainine entfalten; 

die Balcterien tragen Suizidgene, die erst nach dem 
Eindringen in die Wirtszelle konditional aktiviert 
werden, so dal5 die Bakterien sich selbst umbringen; 

^0 (V) sie sind durch Antibiotikabehaadlung des spateren 

animalen wirts zu eliminieren? 

,vi) sie tragen Mutationen, die Gene betreffen, ohne die 

ein iiberleben der Bakterien in der AuJJenwell:, also 
15 auiJerhalb eines Wirtes, zum Beispiel bei niedrige- 

° rer Temper atur, unmeglich ist. 

Sta^e mit dlasen Eig.nschaftep werden als TGC-Sicherheits- 

statnme bezeichnet* 

c) Optitnierung der TGC-Anuue auf das Zielorgan des TGC- 
Verf ahrens : 

^ Die TGC-DNA, die fur das herzustellende Freradprotein kodiert, 
25 wird in den TGC-Sichert.eitsstaxn. 

Konjugation oder Transduktion uberfuhrt. Dxe so erhaltenen 
StaL! werden nachfolgend als TGC-Anuue bezeichnet Dxe A^e 
versorgt (fiittert) den TGC mit der DNA und induziert damxt dxe 
somatische Transgenitat . Da.it w.hrend des 
30 gewunschte Fremdprotein optimal exprimiert wird, sollte sxch 
Ls Gen vorteilhafterweise unter der Kontrolle von Proxaotoren 
und anderen regulatorisch wirkenden Sequenzen befxnden dxe 
aus dem vorher ausgewahlten Zielorgan des TGC-Verf ahrens 
stammen oder ftir das Zielorgan optmiert sind (zum Bexspxel 
35 Euter-spezifische Promotoren und Sekretionssignale) . 
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d) 



infektion des Wirtsorganismus mit der TGC-Aimne: 



Durch die Anzucht der TGC-Ainiae wird sie in vitro in einem 
Kulturmedium vermehrt und fur die Durchfuhrung des tgc- 
5 Verfahrens in einem ausgewShlten wirtsorganisiaus vorbereitet. 
Alternativ kann die TGC-Aitone auch dem Wirtsorganismus, emeia 
Menschen oder Tier, in folgendeh TGC-Wirt: genannt, in v:uvo 
zugefvihrt werden. Dazu wird die TGC-Amme in, einer an den TGC- 
wirt adaptierten, nicht bakteriziden Losung, einem Puff er oder 
MO einer anderen physiologischen Fltissigkeit auf genoirmen. Die 
Flussigkeit wird dem TGC-Wirt, zum Beispiel dem laktierenden 
Saugetier, wenn das Euter somatisch transgen gemacht werden 
soil, verabreicht. Dies kann entweder durch Trinken der 
Flussigkeit Oder durch zufuhrung uber eine Magensonde, den 
15 Anus Oder eine andere Korperof f nung erfolgen, Als Alternative 
kommt die Gabe der TGC-Amme durch injektion in Betracht, die 
• intravenas, intramuskular direkt in das Zielorgan oder 
vorzugsweise intraperitoneal erfolgt. 

20 Der TGC-Wirt (Mensch oder Nutztier: Kuh, Pferd, ziege, schaf, 
Schwein, Base, Geflugel etc.) kann mehrmals mit gleichen oder 
heterologen Transgenen infiziert werden. Durch mehrmalige 
m infektion mit unterschiedlicher DNA, die zum Beispxel fur 
mehrere Enzyme eines Biosyntheseweges kodieren, kbnnen auf 

25 diese Weise ganze Enzymkaskaden in dem TGC-Wirt etabliert 
werden. Dadurch lafit sich auch die biochemische Expression 
multigener Proteine erreichen. 

e) organ- und Zellspezif itat der Infektion: 

Der weitere Weg der TGC-Amme im organismus ist zunachst durch 
den naturlichen inf ektionsweg bestimmt. Die TGC-Amme erreicht 
auf dem fur sie typischen Weg das Zielorgan. TrSgt die TGC- 
Amme im Fall von l .monocytogenes genetisch unveranderte 
internaline, so ist das Euter unter den zielorganen. Genetisch 
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veranderte internaline erlauben die injektion anderer 
organsysteme. Seinem Injektionszyklus entsprechend dringt die 
TGC^Ainme in die Zellen ein und erscheint im zytoplasma. Da sie 
genet isch defelct ist, kann die TGC-Amme sich dort nicht waiter 
5 vermehren. Bei der zellinfektion hat die TGC-Anune die 
wirtsfremde TGC-DNA in ihrem Gepack in die zelle einge- 
schleust. Diese dNA steht nun als Template zur Produktion des 
gewtinschten Fremdproteins zur verfugung. Die Nukleinsaure kann 
aber auch direkt therapeutisch wirken, zum Beispiel als anti- 
^0 sense RNA. Die infizierte Zelle ist dadurch somatisch 
transgen. 

f) L. monocytogenes induzierte Proteinproduktion in der 
Milch von Saugetieren: 

15 

Nach Ausfiihren des TGC-Verf ahrens zum Beispiel mit L. monocyto- 
genes wird das Protein wird in der laktierenden Zelle gebildet 
und mit den anderen Produkten der Zelle in die Milch ausge- 
schieden. Durch sammeln der Milch jedes einzelnen TGC-Wirtes 
20 sind unterschiedliche Proteine herstellbar. 

Aufgrund der Eigenschaf ten der TGC-Amme tauchen in der Milch 
# keine L .monocytogenes (TGC-Ammen, d.h. Bakterien) auf . Sollte 
dies dennoch der Fall sein, so kSnnen die Bakterien mit alien 

25 dem Fachmann bekannten Methoden eliminiert werden, zum 
Beispiel durch Behandlung mit Antibiotika. Die Tiere sind nach 
der Durchfuhrung des "targeted genetic conditioning" (TGC) 
frei von lebensfShigen, gentechnisch veranderten Organismen 
und unterliegen damit keinen weiteren Sicherheitsbestiromungen . 

30 Der TGC-Wirt gibt die in ihn durch das TGC-Verf ahren eingetra- 
gene genetische information an die nachkomraenden Zellen im 
Rahmen der ublichen Zellteilung weiter. Auf Abkommlinge des 
TGC-Wirts wird die information jedoch nicht ubertragen, da die 
TGC-DNA sich nicht in der Keimbahn des TGC-Wirtes befindet. 
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g) infektionen von Geweben durch L .monocytogenes 

zellen des Blutes eignen sioh besonders fiir das TGC-Verf ahren. 
Die infektion von Zellen des Blutes lMJ3t sich auflerhalb des 
5 Korpers vprnehmen. Die zu erzielende somatische Transgenitat 
der Zellen kann ebenfalls aulierhalb des Wirtes uberprUft 
werden. im Fall der attenuierten Bakterien lassen sich die zum 
Wachstum der Zellen notwendigen Substanzen - als Beispiel 
dient hier die Diaminopimelins^ure - dem Medium zufugen und 
10 so der Zeitraum der Lebensf ahigkeit der Bakterien entsprechend 
^ dem versuchsziel steuern. Durch anschlieBende Lyse der Zellen 
kann dann uberpriift werden, ob die intrazellulMren Bakterien 
noch vital sind. 

.15 Zur Injektion in den Empf Mngerorganisraus werden schlieJilich 
die transfizierten Z^ellen verwendet, die eine genau bekannte 
Menge an vitalen Bakterien enthalten. im Einzelfall konnen 
dies so grojfie Mengen an Bakterien ^ein^ daB im Organismus 
weitere Organe infiziert werden. In anderen Fallen wird durch 

20 die Eliminierung vitaler Bakterien die Transgenitat auf das 
Gewebeblut beschr^nkt. 

^ Die Disseminierung der tranegenen Zellen mit Oder ohne vitale 
Bakterien erlaubt eine somatische Gentherapie von zellen im 
25 Wirt, der in diesem Fall auch ein Mensch sein kann- 

Das TGC-Verf ahren ermoglicht es aber auch, extrakorporal 
Proteine zu produzieren. Dazu werden die TGC-Ammen in Eiern 
von Gef lugeltieren injiziert- Geeignete Techniken hierfur sind 

3 0 in der Impf stof f herstellung bei viralen Erregern bereits Stand 
der Technik. Im Verlauf der BebrUtung der Eier werden die 
Zellen im Ei infiziert, somatisch transgen und produzierten 
dann das Fremdprotein. Aus dem Ei ISBt sich nach bekannten 
Verf ahren das Fremdprotein aufreinigen. Bei dieser Form des 

35 TGC-Verf ahrens bleibt die TGC-Amne in alien Phasen der 
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Anwendung unter Laborbedingungen kontrollierbar * Die Menge des 
zu prodiazierenden Proteins hangt nur von der Injektion einer 
entsprechend groJ3en Anzahl von Eiern ab. 

5 h) Einsatz des TGC-Verf ahrens zur somatische Gentherapie: 

Es gibt noch keine etablierte Form der, eomatischen Gen- 
therapie. Derzeit wird die zur Transfektion eingesetzte 
Nukleinsaure im Inneren von viren oder eingepackt in Liposomen 
^10 vor Einflxissen der AuBenwelt geschiitzt:. 

viren haben den Nachteil, das sie nur eine begrenzte Aufnahme- 
fahigkeit haben, und dai3 bei hohen Inf ektionsdosen mit der 
Entwicklung ihrer vollen zytopathischen Ef f ekte zu rechnen ist 
15 [32a] . Sie induzieren immunreaktionen und konnen so selber 
angegriffen und zerstc3rt werden. Einige Viren werden durch 
Serum inaktiviert und werden dann fUr die Gentherapie 
unbrauchbar. 

20 Beim Einsatz von Liposomen ist die toxische Wirkung der Lipide 
zu berlicksichtigen, die vor entziindliche Reaktionen auslost. 

^ IiR Fall der in vivo Therapie gibt es noch erhebliche Def izite 
auf dem Weg zu Anwendung der bisher benutzten Systeme des 
25 Gentransf ers • Fur diese Form der Therapie wird gefordert 



[32b] : 



(i) 



die Resistenz des Vektors gegen Abbau nach der in 
vivo Gabe im Korper, 



3 0 



(ii) 



die Gewebsspezif it^t , d.h- das gezielte Ansteuern 
des zu therapierenden Gewebes (Organs) und 



35 



(iii) 



die Sicherheit^ womit die Unschadlichkeit der nicht 
zu behandelnden Organe gemeint ist [BioEssays]. 
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Die in dieser Patentanmeldung aufgefuhrten Bakterien^ die hier 
als Vehikel 2um Gentransport und Gentransf er eingesetzt werden 
sollen, sind idealerweise fiir den Gentransf er geeignet* Die 
Bakterien sind auf ihren jeweiligen Wirt bestens adaptiert und 
5 konnen in ihm ohne Therapie fur eine ausreichende Zeit 
iiberleben. Sie induzieren auf definierten Inf ektionswegen 
spezifische Erkrankungen und zeigen dabei zum Teil eine 
ausgepragte Organotropies sie konnen erhebliche Fremd-DNA 
Mengen aufnehmen (z.B- naturlich vorkommende Plasmide haben 
^10 GroJJen von raehreren 100 Kilobasen), so daJ3 nicht nur c-DNA's 
sondern sogar groi3ere Bereiche eines Chromosoms iibertragen 
werden konnen, Schliei31ich k5nnen sie sicher eingesetzt 
werden, insbesondere wenn es sich um "Kriippelbakterien" 
handeltf wie sie oben beschrieben worden sind- Ihre geneti- 
15 schen Def ekte in Kombination mit der vorgegebenen Antibiotika- 
Erapf indlichkeit garantieren eine effiziente Eliminierung der 
Bakterien, nachdem sie ihre Aufgabe, den DNA-Transfer in die 
eukaryonte zelle erfiillt haben. 

2 0 BGispiel: 

Als Beispiele fur eine somatische Gentherapie sind hier 
aufgefuhrt: 

25 - Die Therapie der Cystischen Fibrose (CF) : Dazu muJ3 der 
Keim dem zu therapierenden Patienten durch Inhalation 
verabreicht werden. Bex dem Bakterium handelt es sich 
vorzugsweise um einen Keim, der iiber Tropf cheninf ektion 
iibertragen wird. In dem Bakterium bef indet sich das 

30 CFTR-Gen, das den bei der CF maflgeblichen Defekt kurie- 

ren kann. Das Bakterium dringt in die Sciulenzellen des 
Luftweges (airway lumen-facing columnar cells) ein und 
transfiziert diese mit der CFTR-DNA integriert in den 
TGC-Vektor. Die zellen werden somatisch transgen, der 

35 Defekt wird kuriert . 
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- Durch somatische Gentherapie mit dem humanen 13-Globulin- 
gens kann die /3-Thalasaemie behandelt werden, Dazu 
warden ex vivo Stammzellen der haematopoetischen Reihe 
mit einem TGC-Sicherheitsstamm infiziert, der das /}- 

5 Globulingen auf die Stammzelle ubertragt- Durch Be- 

handlung der Zellen in der Zelikultur wird deas inf izie- 
rende Bakterium eliminiert und die transgene Zelle fur 
die Riickiibertragung auf den Menschen vorbereitet- Diese 
iibertragung erfolgt durch intraven5se Gabe- 

10 

^ - Bei der Therapie des Hurler Syndroms werden primitive 
CD3 4^positive 2ellen des Knochenmarks mit dem a-Ii- 
Iduronidase-Gen transf iziert • Der weg der Gentherapie 
und der Ruckiibertragung der Zellen auf den Patienten 
15 entspricht dem im vorherigen Punkt* 

- Dei der Gentherapie der Fanconi Anaemie wird das Gen der 
Fanconi Anaemie Komplementationsgruppe C (FACC) zur 
somatis.chen Gentherapie eingesetzt. Zielzellen der 

2 0 Infektion mit der TGC-Amme sind hierbei erneut CD34- 

positive zellen des Knochenmarks. 

i) Nachweis des Erfolges des TGC-Verf ahrens 

25 Der DNA-Transfer wird in der Maus bereits innerhalb der ersten 
24 Stunden sichtbar^ d-h. lange bevor eine spezifische 
Immunantwort gegen das Bakterium entstanden sein konnte, 
Gezeigt wurde dies durch die Produktion von ^-Galactosidase 
in Zellkulturen innerhalb von 24 Stunden- Der im Rahmen der 

30 Infektion zusStzlich auftretende "mitogene Effekt der 
Bakterien" begiinstigt die Etablierung der DNA in der TGC-2elle 
und ist damit erwiinscht und fiir den Erfolg des TGC-verf ahrens 
vorteilhaft • 
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Zusammenf assend ist deshalb f estzustellen, daJ3 der Einsatz von 
Bakterien zur somatischen Gentherapie sicherer ist als die 
Gentherapie mit viralen Systemen. Die bakterielle Infektion 
kann gerichtet und 6rt:lich begrenzt weirden* Das Wachstum und 
damit die floride infektion durch die Bakterien kann durch 
Ausschalten bestimmter bakterieller Faktoren verhindert 
werden. Aufierdem kann das Wachstum der Bakterien in der 
eukaryonten Zelle genau beeinfluJit und generell verhindert 
werden. SchlieBlich ist die Beendigung der bakteriellen 
Infektion durch den Einsatz von Antibiotika jederzeit moglich, 
d.h. die Infektion ISBt sich ortlich^ zeitlich und effektiv 
begrenzen- 

Im folgenden wird am Beispiel von L -monocytogenes die 
Erfindung detailliert beschrieben: 

Beispiel 1 - Die Herstellung von TGC-Sicherheits- 

stSmmen 

Die L. monocytogenes SicherheitsstSmme werden durch gezielte 
genetische^VerSnderungen von primer pathogenen L -monocytogenes 
Staxnmen hergestellt. Dabei werden mehrere Ebenen der Si- 
cherheit parallel zueinander etabliert. Damit wird verhindert, 
dai3 durch Riickmutationen die vitalitat Oder Pathogenitat 
wieder entstehen konnen. Die Mutationen betreffen Gene, die 
(1) das Uberleben der Bakterien in der Zelle beeinf lussen^. (2) 
die die Pathogenitat der Bakterien im TGC-Wirt mindern und (3) 
die das uberleben der Bakterien in der Umwelt nach einer 
moglichen Ausscheidung verhindern- 

a) Uberleben in der Zelle: 1. Ebene der Sicherheit 

Allgemein zeichnen sich die fiir das TGC-Verf ahren attenuierten 
Bakterien durch definierte Deletionen in den Genen aus, die 
fiir die Biosynthese integraler bakterieller Komponenten 
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essentiell sind. Die ausgewShlten auxotrophen Bakterien eignen 
sich als TGC-Amme, denn als attenuierte Bakterien konnen sie 
fremde DNA in die Zelle transportieren. Da die Bakterien 
■ jedoch in den Zellen von essentiellen "wachstumsf aktoren" 
5 abgeschnitten sind, lysieren sie sponaten und setzen dabei die 
TGC-DNA in der Zelle frei- 

Als TGC-SicherheitsstSmme werden L. monocytogenes eingesetzt, 
die genetisch derart verandert sind, daJi sie die Zelle zwar 

10 noch infizieren, sich aber in der Zelle nicht mehr vermehren 
kSnnen. Dies wird durch die inaktivierung des dapE-Gens in 
L. monocytogenes erreicht. Listerien sind Gram-positive 
Bakterien, die ebenso wie die Gram-negative Bakterien zur 
vernetzung der Zellwand jneso-Diaminopimelinsaurederivate ( dap ) 

15 benetigen. Die Biosynthese von DiaminopimelinsSure ist daher 
fur die Bildung der bakteriellen Zellwand essentiell. DAP- 
auxotrophe Bakterien unterliegen der spontanen Lyse, wenn 
diese Arainosaure im Kuluturmedium nicht mehr angeboten wird. 
Die Enzyme, die bei der DAP-Synthese im Bakterium beteiligt 

20 sind, sind in Saugerzellen nicht vorhanden- In TGC-Si- 
cherheitsbakterien sind eben diese Enzyme deletiert oder durch 
insertionen oder auf eine andere Weise inaktiviert. Das dapE 
[ von L. monocytogenes, das in den erf indungsgeroSB eingesetzten 

Sicherheitsstammen inaktiviert wurde, ist im Sequenzprotokoll 

25 als SEQ. ID NO. 1 dargestellt. 

Die dieses oder anderer Gene des DAP-Biosyntheseweges 
beraubten Bakterien, sog. DAP-Mutanten, konnen weder innerhalb 
noch auBerhalb des Wirtes wachsen. Dazu benotigen sie den 
30 Zusatz von groBen Mengen an DAP (ImM) zum wachstumsmedium. 
Fehlt es an DAP, kann das Bakterium weder im TGC^Wirt noch 
auBerhalb des TGC-Wirts iiberleben. Damit bieten diese DAP- 
Mutanten sowohl Sicherheit vor einer bakteriellen Inf ektion 
des TGC-Wirtes als auch Sicherheit vor einer Inf ektion anderer 
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Oirganismen im Falle der Freisetzung eines derartigeh Statnmes 
in die Auilenwelt. 



Es sind auch noch andere attenuierte Mutationen von L.monocy- 
5 togenes bekannt^ in denen die Biosynthese von Nukleinsauren/ 
Aminosauren^ Zuckern oder ander.en Zellwandbausteinen blockiert 
ist [33 bis 35]. Gleiches kann auch durch Mutationen in 
regulator ischen Genen erreicht werden, die fiir den intra- 
zellulSLren Lebensstil der Bakterien essentiell sind. Bei- 
^0 spielhaft fiir ein derartiges Gen ist phoP von Salmonella 
typhimurium [36]. 

Als Suizid-Gener die nach dem Eindringen in die wirtszelle 
aktiviert werden und zum Absterben der Bakterien flihren, 
15 k5nnen die Bakterien mit Lysisgenen aus Bakteriophagen^ zum 
Beispiel mit dem S-Gen des Bakt^riophagen Lambda oder Analogs 
[37 ]f Oder mit Killergenen aus Plasmiden [38] ausgestattet 
werden, die unter der Kontrolle eines intrazellular induzier- 
baren Promotors (zum Beispiel pagC-Promotor aus Salmonella 
20 [38]) stehen- 

b) Zweite Ebene der Siclierheit - verminderte Pathogenit^t 

.1* 

Die zweite Ebene der Attenuierung der TGC-Sicherheitsstamme 
25 umfaJ3t Mutationen in den Pathogenitatsf aktoren - Durch gezielte 
Mutationen in definierten Faktoren wird die PathogenitSt der 
Bakterien abgeschwScht , die Apoptoseinduktion der infizierten 
wirtszelle verhindert und gleichzeitig die Immunreaktion in 
eine gewunschte Richtung dirigiert- Die Mutationen schrMnken 
30 die intrazellulare Motilitat der Bakterien und damit ihre 
AuSbreitung in sekundare Zellen ein. Dadurch wird die 
Infektion unter Beibehaltung der Behandelbarkeit durch 
bekannte Antibiotika auf die ausgesuchten Zielzellen begrenzt. 
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15 



20 



25 



30 



Aus Sicherheitserwagungen ist es wUnschenswert, die intra- 
zelluiare Ausbreitung der TGC-Airane nach der Infektion 
einzuschranken oder gar zu verhindern. Das genaue wissen iiber 
die intrazelluiare Lebensweise und die Motilitat der oben- 
genannten Bakterien ermoglicht es, definierte, stabile 
Mutanten mit verminderter Fahigkeit zur Infektion des tGC- 
Wirtes zu erzeugen. 

Bei L.monozytogenes betreffen die in diesem Sinne attenuierten 
Mutationen zum Beispiel das hly-Gen mit der Folge der Blockade 
der Infektion der ersten zelle, Als ein Beispiel fur die 
Ausschaltung dieses PathogenitStsf aktors ist der Stamm L. 
monocytogenes EGD hly,„i/ hinterlegt worden und hat die 
Hinterlegungsnunmier DSM 11881 erhalten. 

Ein anderes Beispiel fur die verminderung der Pathogenitat von 
L. monocytogenes sind Mutationen im actA-Gen oder die Deletion 
von Regionen, die fiir die interaktion zwischen actA und dem 
Wirtszellprotein VASP erforderlich sind, mit der Folge, dafl 
die intrazelluiare Motilitat blockiert ist . SchlieBlich gibt 
es auch Mutationen des plcB-Gen, wodurch den Bakterien die 
MOglichkeit genommen wird, sich in eine zweite zelle hinein 
auszubreiten. Der hinterlegte Stamm L. monocytogenes EGD Delta 
actA Delta plcB ist ein Beispiel fur eine doppelte Mutation, 
in der sowohl das actA-Gen als auch das plcB-Gen ausgeschaltet 
sind. Er tragt die Hinterlegungsnummer DSM 11882. 

AuBerdem ist es auch mSglich, in L .monocytogenes das Wildtyp- 
Lister iolysin-Gen gegen ein mutiertes Allel auszutauschen, 
Dann wird die Eigenschaft des Listeriolysin, eine Apoptose in 
verschiedenen Wirtszellen zu induzieren und eine starke T- 
Zellvermittelte liranunantwort zu generieren, eingeschrSnkt . 
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c) 



Dritte Ebene der Sicherheit - tiberleben in der Umwelt 



Die TGC-Ammen konnen dem TGC-Wirt entweder durch Injektion 
Oder durch peroral^ Gabe appliziert warden. Bei peroraler Gabe 
kann es zu einem Uberangebot an Bakterien und dadurch zur 
Ausscheidung von Bakterien kommen , , die vom Organismus nicht 
aufgenommen werden. Damit diese ausgeschiedenen Bakterien 
keine Chance haben, in der Umwelt zu uberleben, k5nnen dxe 
TGC-Sicherheitsstamme zusatzliche Mutationen enthalten, die 
das wachstum der Bakterien in der Umwelt verhindern. 

Als ein Beispiel hierfiir wird das Ausschalten des cspL-Gens 
(cold shock protein der Listerien) angefuhrt. Das hat zur 
Folge, dal5 die Bakterien bei Temperaturen unter 20* nicht mehr 
wachsen kSnnen. Das Wachstum und die infektionsf ahigkeit bex 
37-C sind nicht beeintrachtigt , werden allerdings bex 
gleichzeitigen Mutationen gemaB a) und b) zusatzlich luodu- 
liert. Das cspL-Gen, das in den erf indungsgemSfl eingesetzten 
Sicherheitsstammen deletiert ist, ist im sequenzprotokoll als 
SEQ. ID NO. 2 dargestellt. Ein entsprechender cspL-deletierter 
Stamm ist unter der Bezeichnung L. monocytogenes EGD Delta 
cspLl bei der DSM unter der Nr. 11883 hinterlegt worden. 

Die erfindungsgemSJJ eingesetzten TGC-Sicherheitsstamme kbnnen 
nur auf speziellen wachsstuiusmedien angezUchtet werden. Die 
Wachstumstemperatur muJ5 dabei uber 37-C betragen, unter 20°C 
ist ein wachstum unmoglich. Die Bakterien besxtzen exne 
eingeschrankte Pathogenitat und vermOgen nur noch in be- 
grenzte, eng umschriebene Areale des TGC-Wirtes vorzudringen. 
Damit wird die sicherheit des Systems fur Mensch und Umwelt 
garantiert. Die TGC-Ammen sind auBerhalb der artef iziellen 
Medien, hier speziell in der Wirtszelle, nicht mehr wachstums- 
fahig. Dies eingeschrSnkte intrazellulare Lebensf ahigkeit xst 
gleichzeitig eine Voraussetzung fur die Freisetzung der TGC- 
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DNA in der Wirtszelle und damit fur die induktion der 
somatischen Transgenitat ira TGC-Verf ahren . 

Die hier aufgefuhrten Beispiele fiir L. monocytogenes sind auf 
andere intrazellular vitale Bakterien oder Bakterien iibertrag- 
bar, die erst durch Aufrustung wit Pathogenitatsf aktoren zu 
intrazelluiaren Erregern gemacht werden . Dies gilt ins- 
besondere fur Bakterien der Gattungen Aeromonas, Bartonella, 
Brucella, Campylobacter, Clostridia, Enterobacteriaceae 
( besonder s E . coli , Salmonellen , Shigellen , Yersinien ) , 
Mycobaterium, Renibacteriura und Rhodococcus. Eine in diesem 
Sinn aufgerusteter TGC-Sicherheitsstamm ist zum Beispiel 
Bacillus subtilis, der zusatzlich mit dem Listeriolysin aus 
L. monocytogenes ausgerustet ist. 

Eine wichtige Voraussetzung fur die Ubertragung von DNA selbst 
In "abgelegene" Korperzellen ist der Schutz der DNA auf dem 
Weg bis zur Zielzelle oder dem Zielgewebe oder dem Zielorgan. 
Die Fahigkeit intrazellular vitaler Bakterien wie L. monocyto- 
genes zur intrazelluiaren Ausbreitung ist eine ideale 
Eigenschaft, Gene in abgelegene zellen, in tiefere Gewebe und 
Organe zu transportieren . Nach erf olgreichen Transfer der TGC- 
DNA in die zielzelle verstirbt der Bote, die TGC-Amme, oder 
kann spatestens durch eine Antibiotika-Therapie ausgeschaltet 
werden . 



Beispiel 2 



Beschreibung der TGC-Amme 



TGC^Vektoren sind episomale DNA, zum Beispiel Plasmide mit 
geringer Auf nahmef ahigkeit von Fremd-DNA ( pMB-AbkSmmlinge , die 
fur einzelne Gene ausreicht), oder mit gr6J5erer DNA-Auf nahme- 
fahigkeit (wie bei Pi- oder F-Plasmiden) , urn die somatische 
Transgenitat fiir komplexe Biosynthese-Wege zu schaffen. 
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In alien Fallen handelt es sich urn Plasmide, die in den zur 
genetischen Veranderung und zur Anzucht fxir das TGC-Verf ahren 
eingesetzten Wirten repliziert werden . Als Beispiel fur einen 
Zwischenwirt , in deiu genetische Bausteine konstruiert werden 
5 konnen, eignen sich E.coli oder andere in der rekombinanten 
DNA-Technologie iiblicherweise eingesetzte Bakterien. Als TGC- 
Sicherheitsstamm eignet sich unter anderem L, monocytogenes 
Oder die anderen obengenannten Bakterien, die als TGC-Ainme 
fungieren* Urn diese Bedingung zu erfiillen, enthalten die 
^10 Plasmide die wirtsspezif ischen Plasmid-Replikon-Sequenzen . Bei 
der Erzeugung der rekombinanten DNA miissen trans formierte von 
"nackten" Wirtszellen unterschieden werden- Als Selektions- 
prinzipien k^nnen dabei die gangigen Antibiotikaresistenzgene 
eingesetzt werden - 



Die Tranf ormation von L -monocytogenes erfolgt nach einem 
20 modif izierten Protokoll von Park und Stewart [40]- 

Dazu werden Bakterien bis zu einer optischen Dichte von OD^oo 
1^ = 0,2 angezogen- Dem Anzuchtsmedium wird Ampicillin (lO/jg/ml) 
und 1 mM Glyzin zugegeben. Es erfolgt dann eine weitere 
'25 Vermehrung bis zu einer 0T>^^^ von 0^8 bis 1,0. Die Zellen 
werden durch Abzentrif ugation geerntet und in 1/250 vol. 
kaltem Elektroporationspuf f er (1 mM Hepes, pH 7,10; 0,5 M 
Sucrose) aufgenommen. Als vorbereitung zur Elektroporation 
werden die Bakterien bis zu viermal gewaschen. 



Zur Elektroporation werden 50 jul der vorbereiteten zellen in 
eine Elektroporationskiivette gegeben, die Elektroporation 
erfolgt bei 10 kv/cm, 400 Ohm, 25 }i¥ . 



15 



Beispiel 3 



Transformation von L.moiiocytogcnes-Si- 
cherheitsstMmmen zu TGC-Ammen 



30 
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Danach koiranen die Zellen sofort auf Eis und werden in 10- 
fachem BHI-Medium aufgenoinmen und fur 2 Stunden bei 37 "C unter 
vorsichtigem Schutteln bebriitet. Nach dieser zeit wird das 
Medium ausplattiert und bei der gewtinschten Temperatur 
bebrutet. Die Effizienz der Transformation nach dieser Methods 
betragt 10^ bis 10= Transf ormaten pro ^g eingesetzter Plasmid 

DNA . 

Beispiel 4 - Beschreibung der Anzucht von TGC-Ammen 

zum Einsatz im TGC-verfahren 



Listerien wurden bevorzugt in der Brain-Heart-Infusion Broth 
zum Beispiel BHI der Firma Difco angezuchtet. Alternativ und 
fur spezielle Anwendungen ( radioaktive Markierung listerieller 
15 Proteine) kOnnen die Bakterien in Tryptic Soy broth (TSB) oder 
in Listerien Minimal Medium (LMM) geziichtet werden [36]. Die 
Bakterien werden abzentrif ugiert und mehrfach im geeigneten 
Transfer-Medium, zum Beispiel einem Bicarbonat-haltigen 
Puffer r gewaschen . 

20 

Der art vorbereitete Bakterien k6nnen unter Zusatz von 15% 
Glycerin Losung bei -80 °C fiir mindestents 6 Monate aufbewahrt 
^ werden, bevor sie in das TGC-Verf ahren eingesetzt werden. 

25 Beispiel 5 - TGC-verf ahren - Verf uttern dor TGC-Ammen 

Zur Einleitung des TGC-Verf ahrens wird den Tieren fiir einige 
Stunden das Trinkwasser entzogen. Die ( TGC-Anunen : TGC-DNA im 
gewunschten TGC-Stamm) werden in einem Bicarbonat-haltigen 

30 Puffer geeigneter Konzentration aufgenommen und den Tieren 
oral, durch Inhalation Oder per injektion (parenteral, 
intramuskular, intraperitoneal oder direkt in das gewunschte 
zielorgan) verabreicht. Die Art der Applikation richtete sich 
nach dem physiologischen Inf ektionsweg der entsprechenden TGC- 

35 Amme- Die Auswahl des Keiraes der als TGC-Sicherheitsstamm 
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eingesetzt wird^ richtet sich nach Zielorgan und wird 
entsprechend des inf ektionsweges und entsprechend des 
Organotropismus des jeweiligen Bakteriums festgesetzt- Die 
Dosis an Bakterien wird so gewahlt, daJJ die gewunschte 
5 organotrope Einschleusung der TGC-Amme erzielt wird* Die Menge 
der applizierten Bakterien richtet sich dabei nach dem 
jeweiligen Bakterium, ist aber auch vom Wirt und dem Zielorgan 
abhangig, 

1^10 Beispiel 6 - Durchfuhrung der somatischen Gentherapie 

Als Beispiele fur eine somatische Gentherapie sind hier 
auf gefiihrt : 

15 " Die Therapte der Cystischen Fibrose (CF): Dazu muB der 
Keim dem zu therapierenden Patienten durch Inhalation 
verabreicht werden. Bel dem Bakterium handelt es sich 
vorzugsweise um einen Keim, der iiber TrQpf cheninf ektion 
libertragen wird. In dem Bakterium befindet sich das 
2 0 CFTR-Gen, das den bei der CF maBgebXichen Defekt kurie- 

ren kann . Das Bakterium dringt in die Saulenzellen des 
Luftweges (airway lumen-facing columnar cells) ein und 
transfiziert diese tnit der CFTR-dna integriert in den 
TGC^Vektor. Die Zellen werden somatisch transgen, der 
2 5 Defekt wird kuriert. 



- Durch somatische Gentherapie mit dem humanen B-Globulin- 
gens kann die B-Thalasaemie behandelt werden. Dazu 
werden ex vivo Stammzellen der haematopoetischen Reihe 

30 mit einem TGC-Sicherheitsstamm inf iziert , der das B- 

Globulingen auf die Stammzelle ubertrcigt • Durch Be- 
handlung der Zellen in der Zellkultur wird deas inf izie^ 
rende Bakterium eliminiert und die transgene Zelle fiir 
die Riickiibertragung auf den Menschen vorbereitet. Diese 

35 Ubertragung erfolgt durch intravenose Gabe* 
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Bei der Therapie des Hurler Syndroms werden primitive 
CD34-positive Zellen des Knochenmarks mit dem cr-L- 
Iduronidase-Gen transf iziert . Der Weg der Gentherapie 
und der Ruckiibertragung der Zellen auf den Patienten 
5 entspricht dem im vorherigen Punkt,^ 

Bei der Gentherapie der Fanconi Anaemie wird das Gen der 
Fanconi Anaemie Komplementationsgruppe C (FACC) zur 
somatischen Gentherapie eingesetzt, Zielzellen der 
1^1^ . Infektion mit der TGC-Amme sind hierbei erneut CD34- 

positive zellen des Knochenmarks, 

Beispiel 7 - Kontrolle fur den Erfolg der induzierten 

somatischen Transgenit^t 



15 



20 



25 



30 



Nach dem Transfer der tgc-dna in den TGC-wirt ist der Erfolg 
des TGC-Verf ahrens nachzuweisen* Dazu eignen sich immunologic 
sche Nachweise des Genproduktes (Proteins) durch Immunoassays 
wie den ELISA^ den Immunoblot oder andere bekannte Nachweise, 
die auf einer Antigen-Antikorperreaktion beruhen. T-Zell- 
Antworten konnen in speziellen Assays abgerufen werden und 
werden immer dann angewendet, wenn es sich bei dem Antigen urn 
eirie Substanz handelt, die uber MHC-Klasse I vermittelte 
Immunantworten erkannt wird, 

Handelt es sich bei dem produzierten Protein um ein Enzym, 
so kann dessen biologische Aktivitat in Form der enzymatischen 
AktivitStstestung erfolgen. Besitzt das Protein zusatzlich 
eine biologische Aktivitat, so wird die Leistungsf Shigkeit des 
gebildeten Proteins durch biologische Assays abgerufen. 



FUr Proteine, die eine passive oder aktive Immunisierung des 
TGC-Wirtes induzieren, . wird die Protektion gegenuber dem 
auslosenden Agens getestet. Es kann sich zum Beispiel um die 
35 verhinderung der Besiedlung, um die Infektion oder apparente 
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Erkrankung des Versuchstieres nach Belastung mit dem pathoge- 
nen Organismus (Bakterium oder virus) handeln. 



Die Gewinnung des produzierten Proteins erfolgt durch 
Techniken, die jeder in der Landwirtschaf t tStigen Person 
bekannt sind; 

ist der TGC-Wirt eine Kuh Oder ein anderes laktierendes 
Nutztier und das Euter das infizierte Organ, so werden 
die bekannten Techniken des Melkens eingesetzt; 

wenn Gef lugeltiere wie Hiihner als TGC-Wirt eingesetzt 
warden, so werden die Eier gesanunelt und der Protein- 
Reinigung zugefuhrt; 

die Aufarbeitung von Proteinen aus Organen, der en 
Produkte nicht nach auBen abgegeben werden, erfolgt 
durch die Gewinnung des entsprechenden Organs, wozu in 
der Kegel eine Scblachtung notig sein wird, zum Beispiel 
bei Fischen; 

ist das Blut das sojuatisch transgene Gewebe, so wird das 
gewiinschte Produkt nach Venenpunktion aus dem Blut Oder 
seinen zellen gewonnen und init dem Fachmann bekannten 
Methoden auf gereinigt - 

Beispiel 9 - Anreinigung des Proteins 

Eine vorreinigung des zu produzierenden Proteins erfolgt durch 
Trennungsverfahren, die sich primar physikalischer oder 
physikochemischer Methoden bedienen. Dazu gehoren Failungen 
der proteine mit Salzen (zum Beispiel Ammoniumsulf at ) , mit 



Beispiel 8 



Ernte des Proteins 
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sauren (zum Beispiel Trichloressigsaure) Oder unter Einwirkung 
von Hitze Oder Kalte, 

Eine grobe Trennung wird auch mittels der Saulenchromatogra- 
5 phie erreicht. Alle hier eingesetzten Verfahren richten sich 
sehr stark nach den primer en Medien, in denen sich das 
jeweilige Protein anreichert. So sind zum Beispiel fiir die 
Aufarbeitung von Milch oder Eiern in der Industrie viele 
Methoden bekannt, die auch auf die hier geschilderte Erfindung 
10 anwendbar sind. Gleiches gilt fiir die Aufarbeitung von Blut 
als soraatisch-transgenes Gewebe- Hier kann auf die Erfahrungen 
auf die Transf usionsmedizin, spezielle auf die Aufarbeitung 
und Reinigung von Blutgerinnungsf aktoren zuruckgegrif f en 
werden - 



Zur endgiiltigen Reinigung der Proteine sind alle Methoden 
einsetzbar, die fiir konventionelle Reinigungen von Proteinen 
20 Anwendung finden- Dazu gehSren 



15 



Beispiel 10 



Reinigung des Proteins 



die Reinigung mittels Af f initatschromatographie zum 
Beispiel unter Ausnutzung der Rezeptor-Ligand inter- 
aktion; 



25 



30 



die Darstellung von Fusionsproteinen mit sog. "Tags", 
die zur spezifischen Interaktion mit einer Matrix der 
Chromatographie eingesetzt werden kSnnen {zum Beispiel 
Poly-Histidin-Tag und rJickel-SHulen-Chromatographie; die 
Streptavidin-Biotin Technologie der Af f initatsreinigung. 
Die Tags konnen durch spateren Proteasen-verdau wieder 
entfernt werden; 



35 



die Reinigung mittels spezifischer Antik5rper (Immunaf- 
f initatschromatographie) ; 
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die Ausnutzung naturlicher AffinitMten zwischen dem 
Zielprotein und anderen Proteinen, Kohlehydraten Oder 
anderen Bindungspartnern wie im Fall des Toxin A von 
Clostridium difficile, dessen Bindungsf Mhigkeit an 
5 Thyroglobin bei 4** und dessen anschlieBender Elution 

durch Temperaturerhohung auf 37 °C. 

Beispiel 11 - Produktion von TGC-Proteinen: 

^10 Die Liste der durch das TGC-verf ahren generierbare Proteine 
ist theoretisch unbegrenzt und umfafit vor allem den Bereich 
der Hormone, Regulationsf aktoren. Enzyme, Enzyminhibitoren, 
humane monoklonale AntikSrper sowie die Herstellung von 
Oberf lachenproteinen pathogener Mikroorganismen oder viraler 

15 Hullproteine zur ungef Shrlichen Herstellung diagnostischer 
Tests und vertrSglicher Impfstoffe, Es handelt sich dabei 
sowohl um Massenartikel wie huraanes Seruraalbumin als auch um 
Proteine, die in geringen Mengen eingesetzt werden wie 
Hirudin, Blutgerinnungsf aktoren, Antigene zur Tumorprophylaxe 

2b und zur aktiven Immunisierung (zum Beispiel Papilloma-Antigen ) 
sowie um Antikc3rper zur passiven Immunisierung. 
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Patentanspriiche : 



10 



1 - TGC-Verf ahren zur induktion einer zielgerichteten, 
somatischen TransgenitSt in einem animalen wirt^ dadurch 
gekennzeichnet, daii Bakterien, die eine Fremd-DNA tragen^ die 
in einem episomalen Vektor integriert und zur spSteren 
Transkription und Expression vorbereitet: ist, bei der 
Inf ektion von Zellen, eines Gewebes oder eines Organs in 
Kultui: Oder eines Organs oder eines ganzen Organismus im Wirt 
ihre genetische information freisetzen und dauiit die Ex- 
pression von Fremdprotein beeinfluBt. 



15 2- Verf ahren nach Anspruch 1 zur somatischen Gentherapie, 
dadurch gekennzeichnet ^ dafi die durch die bakterielle 
Infektion in dem Wirtsorganismus eingefuhrte Fremd-DNA dort 
die Bildung eines dem wirtsorganismus fehlenden Proteins 
veranlai3t oder durch die Erzeugung von einzel^ oder doppel- 

2 0 strangiger NukleinsSure die Bildung eines Proteins im 

wirtsorganismus erhoht^ vermindert oder verhindert- 

^ 3, Verf ahren nach den Anspriichen 1 und 2f dadurch gekenn- 

zeichnet, daiJ Bakterien der Gattungen Aeromonas, Bartonella, 
25 Brucella, Campylobacter, Clostridia, Enterobacteriaceae, 
Listeria , Mycobacterium, Renibacterium, Rhodococcus oder 
Bakterien aus mit ihnen genetisch oder biochemisch verwandten 
Gattungen eingesetzt werden, die intrazellul^r im eukaryonten 
wirtsorganismus lebensfahig und vorzugweise attenuiert sind, 

3 0 so dai} sie in vitro auf Spezialmedien wachsen, ihr wachstum 

in vivo aber kontrolliert und vom Experimentator bestimmt 
werden kann- 



35 



4. Verf ahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
als attenuierte Bakterien Mutanten eingesetzt werden, die 
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auxotroph sind, \xnter noriualen Umweltbedingilngen nicht wachsen 
k5nnen und die durch genetische Modifikation pathogener 
Bakterien eine veriuinderte pathogenitat aufweisen Oder aber, 
hex physiologisch apathogenen Bakterien, mit zusatzlichen 
5 Faktoren zur Erreichung einer intrazellul^ren invasivitat 
ausgestattet eind. 

5. Bakterienstamm, der fxir das TGC-verf ahren zur Induktion 
einer zielgerichteten, somatischen Transgenit^t: dadurch 

10 geeignet ist^ dai3 er eine in einem vektor integrierte und zur 
spateren Transkription und Expression vorbereitete Fremd-DNA 
tragt, die unter der Kontrolle regulatorischer Elemente steht, 
die aus dem zu inf izierenden Zielorgan stammen oder flir das 
Zielorgan optimiert sind. 

15 

6. Bakterienstaimn nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 

daB er zu einem Sicherheitsstanun mutiert worden istr indem das 
dapE-Gen deletiert oder deletiert oder die Bakterien auf eine 
andere Weise auxotroph gemacht worden sind. 

20 

7. Bakterienstamm nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 
dai3 er zu einem sicherheitsstanun mutiert worden ist, indem das 

, actA-Gen und/ oder das plcB-Gen oder Hly-Gen oder andere an der 

Virulenz beteiligte Gene deletiert oder blockiert sind, 

25 

8- Bakterienstamm nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet ^ 

daB er zu einem Sicherheitsstamm mutiert worden ist, indem das 
cspL-Gen deletiert Oder blockiert ist. 

3 0 9. Verf ahren zu Infektion eines humanen oder tierischen 
cesamtorganismus durch Auf bringen eines Bakterienstammes gem^B 
Anspriichen 5 bis 8 auf eine Schleimhaut oder durch parenterale 
Oder direkt in das zielorgan durchgef xihrte injektion einer von 
dem Bakterienstamm inf izierten Zelle oder eines von dem Stamm 

35 infizierten Gewebes. 
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15 



10. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi eine ausgewahlte zelle, ein ausgewShltes Gewebe 
Oder ein Organ gezielt bakteriell infiziert wird, das 
daraufhin ein vorbestimmtes Fremdprotein bildet oder sekre- 
tiert, und das Fremdprotein aus zelle, Gewebe oder Organ 
selber, oder aus den von ihnen ausgeschiedenen Produkten nach 
an sich bekannten Reinigungsverf ahren gewonnen wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dai3 
die Expression von Fremdprotein im Euter von Milch-produzie- 
renden Tieren wie Kuh, Schaf, Ziege, Pferd oder anderen 
saugetieren, oder in Eiern von Gef Itigeltieren, oder im Blut 
Oder anderen Geweben von Nutztieren allgemein (z-B. Fischen) 
durch die infektion mit Bakterien induziert wird. 

12. Transgene Nutztiere und speziell SMugetiere, dadurch 
gekennzeichnet, da/J die Zellen eines oder mehrerer seiner 
Gewebe oder Organe durch Anwendung des Verfahrens nach 
Anspruch 1 genetisch verandert sind- 
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Tel- : 0641/76 536 
Fax : 0641/99 41 259 
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BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG; 



TGC-verf ahren zur Induktion einer zielgerichteten^ 
somatischen TransgenitSt 



30 ANZAHL DER SEQUENZEN: 



ZUSTELLANSCHRIFT: 



35 
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COMPUTERLESBARE FASSUNG 



DATENTRAGER 
COMPUTER 
OPERATING SYSTEM 
SOFTWARE 



Diskette 

IBM PC compatible 
PC-DOS/MS-DOS 
word Perfect 6.0 



Angaben zur Sequenz ID-No 1: 



15 



20 



LSnge 
Art 

Strangf orm 
Topologie 
Herkunf t 

Merkmal 



25 



1260 Basenpaare 

Nukleinsaure und davon abgeleitete 

Aminosauresequenzen 

Einzelstrang 

linear 

Listeria monocytogenes Staihm EGD 
Serotyp l/2a 

Sequenz des dapE Gens, das eines der 
fUr die Synthese der Diaminopimelin- 
sSure notwendigen Schlusselenzyme 
ist. Die Aminosaure sequenz ist hoch 
homolog zu N-succinyl-L-diaminopime- 
lic acid desuccinylase (dapE) unter 
anderem aus Escherichia coli^ Bacil- 
lus subtilis , Lactobacillus spp - , 
Mycobacterium tuberculosis. 



Aminosauresequenz : 
Nukleotidsequenz : 



318 AminosSuren 
12 60 Nukleotide 



30 



1 TGCCTTTATA GAGAACGGGA AAACATAGAG TGGAATTCAT AGAAAGAGGG 

51 CGTGAAATAT GGACCAACAA AAAAAGATTC AAATTTTAAA GGACTTGGTA 

101 AATATTGATT CGACTAATGG GCATGAAGAA CAAGTTGCGA ACTATTTGCA 

151 aaagttgtta gctgaacatg gtattgagtc cgaaaaggta caatacgacc 
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201 TAGACAGAGC TAGCCTAGTA AGCGAAATTO GTTCCAGTAA CGA GAA GGT T 

H E G 

251 TG GCA TTT TCA GGG CAT ATG GAT GTA GTT GAT GCG GGT GAT GTA TCT AAG 
LA FSGHMDVVDAGDVSK- 

5 301 TGG AAG TTC CCA CCT TTT GAA GCG ACA GAG CAT GAA GGG AAA CTA TAC GG 
WKFPPFEATEHEGKLY G- 

351 A CGC GGC GCA ACG GAT ATG AAG TCA GGT CTA GCG GCG ATG GTT ATT GCA A 
RGATDMKSGLAAMVIA- 

401 TG ATT GAA CTT CAT GAA GAA AAA CAA AAA CTA AAC GGC AAG ATC AGA TTA 
10 MIE LHEEK QKLN GKI R L- 

451 TTA GCA ACA GTT GGG GAA GAG ATC GGT GAA CTT GGA GCA GAA CAA CTA AC 
L A T V G E E I G E L G A E Q L T- 
501 A CAA AAA GGT TAC GCA GAT GAT TTA CAT GGT TTA ATC ATC GGC GAA CCG A 
QKGYADDLHGLI I GEP- 

15 551 GT GGA CAC AGA ATC GTT TAT GCG CAT AAA GGT TCC ATT AAT TAT CCC GTT 
SGHRIVYA HKGSIHYP V- 

601 AAA TCC ACT GGT AAA AAT GCC CAT AGT TCG ATG CCG GAA TCT GGT GTG AA 
KSTGKHAHSSMPESGV.N- 

651 T GCG ATT GAT AAC TTG CTG CTA TTT TAT AAT GAA GTA GAA AAA TTC GTG A 
20 A JDNLLLFYNEVEKE-V- 

701 AA TCA GTT GAT GCT ACT AAC GAA ATA TTA GGC GAT TTT ATT CAT AAT GTC 
KSV DATNEI LGDFIHNV 

751 ACC GTA ATT GAT GGT GGA AAT CAA GTC AAT AGT ATC CCT GAA AAA GCA CA 
T VIDGGN QVNS IPEK AQ- 

25 801 A CTG CAA GGG AAT ATT CGC TCG ATT CCA GAA ATG GAT AAT GAA ACA GTG A 
LQGNIRSI PEMPNB TV- 

^ 851 AA CAA GTG CTA GTG AAG ATT ATC AAT AAG TTA AAC AAA CAG GAA AAT GTG 

m. KQVLV KIINKLNKQENV- 

901 AAT CTG GAA TTA ATA TTT GAT TAT GAT AAA CAA CCA GTA TTT AGT GAT AA 
30 N LELIFD YDKQPV FS DK- 

951 A AAT TCG GAT TTA GTC CAC ATT GCT AAG AGC GTA GCA AGC GAC ATT GTC 
N- SDLVHIAKSVASDI V 

1001 AAA GAA GAA ATC CCA TTA CTC GGT ATT TCC GGA ACA ACC GAT GCA GCA GA 
KEEIPLLGISGTTDAAE- 

35 1051 A TTT ACC AAA GCT AAG AAA GAG TTC CCA GTG ATT ATT TTT GGA CCA GGA A 
FTKAK KEF PVII FGPG- 

1101 AC GAA ACC CCT CAC CAA GTA AAC GAA AAT GTT TCT ATA GGA AAT TAT TTG 
NE TPHQVMENVSlGta YL- 

1151 GAG ATG GTA GAT GTT TAC AAA CGG ATT GCC ACC GAG TTT TTA TCT TGA TGA 
40 EMVDVYK RIATEFLS STOP 
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1201 AACTTTAACT TXACTTATTT CCCGATATAA AATAAGTAAT TAATAGAAGT 

1251 CTAGTATTTG 1260 



5 Angaben zur Sequenz ID-No 2 



10 



15 



IiSnge 
Art 

Strangf ona 
TopoXogie 
Herkunf t: 

Merkmal 



1337 Basenpaare 

Nukleinsaure uud davon abgeleitete 

Aminosauresequenzen 

Einzelstrang 

linear 

Listeria monocytogenes Stamm EGD 
l/2a 

Sequenz des "cold shock proteins" 
cspL; dieses Protein ist fiir die 
LebensfShigkeit der Listerien bei 
niedrigen Temperaturen essentiell. 



20 



AiainosSuresequenz : 
wukleotidsequenz : 



66 AminoscLuren 
1337 Nukleotide 



25 



30 



35 



1 
51 
101 
151 
201 
251 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
601 
651 
701 



GAC3GCAAGTG 

GCAGGAGATG 

TAATTTATCT 

GTAGCGGTGC 

GAAAACAAAC 

AACGGGTGAA 

AAGCTGATCC 

GGGATTGGAT 

AACGAAAATG 

CCTATCCCGG 

CATGTXACGA 

AATTCTCTTG 

AATTATCTAG 

TGCTTTTCCT 

TGAAAGATAC 



GACTAATCAT 
CTTTACTAAC 
TTTGAGACAC 

agaaggaatg 
aagtgacgct 
ttattaattt 
agaacaaacg 

TTCAAATTAG 

ggtaaaaaga 
attactcacg 
ttgcaaagtc 
aaacttgctg 
taatttcaaa 
aaaataccgt 
gattgtgaac 



AAAGTTTTTG 
GCTCGCTTTT 

gcattgcttt 
gttggtggtc 
agaagagtta 
atgctgtaac 
aaacgcttac 
cgacgatatt 
caggggccga 
cttgatgggg 

AGCGCTtTCA 
ATTTAATCGC 

attttttcac 

GTTATACTAA 
AACTTTCCAT 



gcgatgcaac 
tctattttag 
gattaaccaa 
aacttgcaga 
tcatccattc 
ctctgcagga 

GAATTTTTGC 
TTAGATGTAA 
CGCTTTTCTG 

caaaaagggc 
gggcatgatt 
acttagagaa 

ATATATAATT 

tgtaagatta 
ctcgtgccgt 



tgcgattttg 
ctgaagacga 
attagtttta 
cttggaagcg 
atgcacgaaa 
aaaattgcgg 
agagaatatt 

TTGGTGATGA 

aataaaagta 

ATTAAATGAG 

tcgatgatga 
aattaatcat 
caaattgatt 
tttttgtggg 
taagcaagaa 
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751 
801 
851 
901 



TAGTAAATAA TTAGXGTGCA TAACACACGA GGAGGAACAT GAAC ATG GAA 
CAA GGT ACA G.A AAA TGG TTT AAC GCA GAA ^ GGA TTT GGT TTT ATC GA 
/cGc''gAa'aAc''gGt''gAc''gAX GTA TTC GTA CAT TTC AGO GOT ATC CAA GGC G 
« L TTC TOT TTV-C =»A =3T CAA OCA GTA ACT TTC O.C =TT 



„ OFHSLDKa QAVTF 
L OCC CA. C=C 3.A CCT CAA OCA OCT AAC OTT CAA ^ OCO TTC TA 



951 

10 E 



1001 
1051 
1101 
15 1151 
1201 
1251 



x,BnRAHVQK A STOP 



TTTTTTGAAT AAGAAAAAGC AAATCATTTC GGTGATTTGC tTTTTTATTT 
GTCTAAAATT ATTTTACCTT GTTTGGTTTA AXGGCGATTG TTTGCTATAA 
TAAGAACAAT TAATCGAGAA AAAAGACCTT GCACGCATTC ATGCGAGTGG 
CTCTTTGGAA AGTGAGTtGT TTTTATTTGG ATCTTTTAAA GATAAAGGAT 
CCTTCCTTTA TGAAGCGATT GGATATACAA GAATTAGAAG CACTTGCAGC 
GGATATTCGC GCTTTTTTAA ttacttctac atctaaatca ggtgggcata 



1301 TTGGTCCGAA TCTTGGTGTG GTAGAACTAA cgattgc 
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